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Вивчено утворення активних форм кисню (АФК), зокрема супероксидних анiон-ради-
калiв (O−·
2
) та пероксиду водню (H2O2) у коренях 3–5-добових проросткiв гороху. За
допомогою модифiкаторiв рiвня АФК (антиоксидантiв та прооксидантiв) перевiрено
їх участь у процесах росту та розвитку коренiв. Локалiзацiю O−·
2
та H2O2 у коре-
нях дослiджено шляхом прижиттєвого забарвлення коренiв нiтросинiм тетразолiєм
та 3,3′-дiамiнбензидином вiдповiдно. Виявлено, що O−·
2
та H2O2 локалiзуються голов-
ним чином у зонах меристеми та розтягання головного кореня i менш значно — у зонi
диференцiювання. Апекси бокових коренiв, якi починали утворюватися з 4-ї доби, та-
кож забарвлювалися подiбно головному кореню. Зменшення рiвня АФК шляхом обробки
антиоксидантами призвело до зниження росту головних коренiв, тодi як зростання
продукцiї АФК за допомогою обробки прооксидантами, навпаки, — до подовження голов-
них коренiв та зниження росту бокових коренiв порiвняно з контрольними зразками.
Обговорено участь АФК у процесах росту та розвитку коренiв гороху.
Активнi форми кисню (АФК) є звичайними метаболiтами, похiдними молекулярного кисню,
що постiйно утворюються в клiтинах i тканинах рослин. АФК продукуються практично
в усiх компартментах клiтини, а також в апопластi [1–3].
Первинним продуктом одноелектронного вiдновлення молекулярного кисню є супер-
оксидний анiон-радикал (O−·
2
). Потiм, пiд час його дисмутацiї спонтанно чи за участю су-
пероксиддисмутази, утворюється пероксид водню (H2O2). Надалi за участю O
−·
2
та H2O2
у присутностi металiв змiнної валентностi формуються надзвичайно реактивнi гiдроксиль-
нi радикали (OН.), якi не мiгрують вiд мiсць свого утворення, а, утворившись, негайно
взаємодiють з найближчою молекулою свого оточення.
Рiвень АФК за звичайних умов функцiонування такий, що виключає накопичення окис-
нювальних пошкоджень. Проте за умов дiї несприятливих факторiв, зокрема високих чи
низьких температур, посухи чи затоплення, засолення, iнфiкування патогенними мiкроор-
ганiзмами рiвень АФК зростає [2, 4, 5]. Щодо ролi АФК, їх тривалий час розглядали як
агентiв окиснювальної деструкцiї, i бiльшiсть пошкоджень за несприятливих впливiв по-
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Рис. 1. Загальний вигляд апексiв коренiв проросткiв гороху (б ) та бокових коренiв (в) пiсля забарвлення
0,5 мМ розчином НСТ; а — незабарвлений контроль. Масштаб: 5 мм
в’язували саме з дiєю АФК [6]. I це дiйсно так. Проте протягом останнього десятирiччя
накопичилися новi данi щодо ролi АФК, зокрема вiдмiчено їх важливу участь у процесах
росту та розвитку рослин [7, 8]. Тобто АФК можуть виконувати подвiйну роль в онтогенезi
рослин: за одних умов спричинювати окиснювальнi пошкодження важливих внутрiшньо-
клiтинних компонентiв, а за iнших — бути необхiдними для росту та розвитку.
Метою проведеного дослiдження було вивчити утворення АФК, зокрема супероксидних
анiон-радикалiв (O−·
2
) та пероксиду водню (H2O2), в коренях проросткiв гороху та перевi-
рити їх участь у процесах росту коренiв.
Матерiал та методи дослiдження.Для вивчення локалiзацiї супероксидних анiон-ра-
дикалiв у коренях гороху здiйснювали прижиттєве забарвлення коренiв 3–5-добових про-
росткiв гороху (Pisum sativum L.) 0,5 мМ розчином нiтросинього тетразолiю (НСТ) [9] та
розчином 3,3′-дiамiнбензидину (1 мг/мл) — для виявлення пероксиду водню [5]. Вмiст су-
пероксидних радикалiв в окремих зонах коренiв гороху визначали з використанням НСТ
згiдно з [10].
Для з’ясування участi АФК у процесах росту коренiв рослини обробляли розчинами, якi
змiнюють (пiдвищують чи знижують) рiвень AФК, i при цьому вивчали iнтенсивнiсть росту
коренiв. У дослiдженнях були використанi розчини аскорбiнової кислоти (5; 10; 15 мМ) та
пiрогалолу (0,5, 1, 3 мМ), якi знижують загальний вмiст АФК, розчини бензоату натрiю
(0,5, 1, 5 мМ) та йодиду калiю (0,5, 1, 5 мМ), якi є iнгiбiторами OН. та H2O2 вiдповiдно,
сумiш Фентона, яка сприяє утворенню OН., та розчин H2O2 (0,5 та 1 мМ). Наведенi в роботi
результати дослiджень отримано з використанням середнiх концентрацiй розчинiв, оскiльки
високi концентрацiї спричиняли значне пригнiчення росту коренiв та їх пожовтiння, тобто
були токсичними для рослин.
Результати дослiдження та їх обговорення. Прижиттєве забарвлення коренiв про-
росткiв гороху розчином нiтросинього тетразолiю показало локалiзацiю барвника i, вiдпо-
вiдно, супероксидних радикалiв головним чином у зонi меристеми та дистальнiй частинi зо-
ни розтягання (рис. 1, а, б ). У центральнiй зонi розтягання забарвлення було менш iнтенсив-
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ним, у зонi диференцiювання — майже вiдсутнє. Апекси бокових коренiв, якi починали утво-
рюватися з 4-ї доби, також забарвлювалися, аналогiчно головному кореню (див. рис. 1, в).
З початком росту бокових коренiв iнтенсивнiсть забарвлення апекса головного кореня змен-
шувалася. Реєстрацiя вмiсту супероксидних радикалiв пiдтвердила найбiльшу їх кiлькiсть
у зонi меристеми; у зонах розтягання та диференцiювання їх кiлькiсть становила 65 та 24%
вiдповiдно вiд вмiсту у зонi меристеми (табл. 1).
На поперечних зрiзах кореня забарвленими виявилися епiдермiс, субепiдермальний шар
кори та провiдна система.
Прижиттєве забарвлення коренiв гороху розчином ДАВ виявило локалiзацiю пероксиду
водню в зонах меристеми та розтягання, як i у випадку супероксидних анiон-радикалiв.
У зонi диференцiювання наявнiсть H2O2 вiдмiчено в бокових коренях у зонах, що активно
ростуть.
Обробка рослин розчинами, якi змiнюють рiвень AФК, показала, що зростання чи змен-
шення вмiсту АФК у коренях супроводжується змiнами в швидкостi росту та морфологiї
коренiв. При обробцi проросткiв розчинами аскорбату та пiрогалолу, якi знижують загаль-
ний вмiст АФК, та розчинами бензоату натрiю та йодиду калiю, якi зменшують вмiст окре-
мих АФК, вiдмiчено iнгiбування росту головних коренiв порiвняно з коренями проросткiв,
якi зростали на дистильованiй водi (див. табл. 1; рис. 2, б, в).
Обробка рослин розчинами, якi сприяють пiдвищенню вмiсту АФК (пероксид водню, су-
мiш Фентона), навпаки, призвела до посилення росту головних коренiв, тодi як рiст бокових
коренiв iнгiбувався (табл. 2; див. рис. 2, г, д). До того ж головнi коренi були тоншими за
коренi контрольних проросткiв.
Отже, отриманi результати дослiджень свiдчать про те, що в тих зонах головного та
бокових коренiв, де вiдбувається активний подiл клiтин та їх рiст розтяганням, має мiсце
iнтенсивне продукування AФК. Припущення, що AФК задiянi в процесах росту коренiв,
зокрема в довжину, пiдтверджується результатами обробки рослин розчинами — модифi-
каторами рiвнiв AФК. Механiзм дiї АФК при цьому повнiстю не з’ясований. Розглядає-
ться участь гiдроксильних радикалiв у розм’якшеннi клiтинних стiнок шляхом окиснен-
ня їх полiсахаридiв, зокрема карбогiдратiв, внаслiдок чого полегшується рiст клiтин роз-
Таблиця 1. Вмiст супероксидних анiон-радикалiв у ростових зонах коренiв гороху, мкМ/г сирої маси, %
Умови вирощування Зона меристеми Зона розтягання Зона диференцiювання
Дистильована вода 92,37 ± 7,1 (100%) 60,12 ± 4,2 (65%) 22,46 ± 1,5 (24%)
Аскорбiнова кислота (10 мМ) 61,35 ± 5,2 (66%) 26,64 ± 1,7 (28,8%) 18,25 ± 1,2 (20%)
Пропiлгалат (1 мМ) 57,73 ± 4,1 (63%) 22,14 ± 1,4 (24%) 16,51 ± 1,1 (18%)
Таблиця 2. Довжина головного кореня 3-добових проросткiв гороху за умов обробки рослин модифiкато-
рами рiвня АФК
Модифiкатори рiвня АФК Довжина головного кореня, см
H2O2 (контроль) 9,6 ± 0,7 (100%)
Аскорбiнова кислота, 10 мМ 8,6 ± 0,6 (89%)
n-пропiлгалат, 1 мМ 8,1 ± 0,7 (84%)
Nа-бензоат, 1 мМ 7,8 ± 0,5 (81%)
КI, 1 мМ 8,4 ± 0,6 (88%)
H2O2, 0,5 мМ 10,75 ± 0,8 (112%)
OН·-генеруюча сумiш (сумiш Фентона) 11,0 ± 0,7 (115%)
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Рис. 2. Загальний вигляд апексiв коренiв проросткiв гороху пiсля обробки модифiкаторами рiвня АФК: а —
незабарвлений контроль; б — +аскорбат, +HСТ; в — +пропiлгалат, +HCT; г — +OH·-генеруюча сумiш,
−HCT; д — +H2O2, +HCT). Масштаб: 5 мм
тяганням [11]. Участь пероксиду водню та супероксидних анiон-радикалiв у ростi клiтин
у довжину, очевидно, пояснюється тим, що данi АФК є джерелом утворення гiдроксильних
радикалiв. Крiм того, АФК можуть брати самостiйну участь в iндукцiї iнших механiзмiв,
задiяних у процесах росту. Вiдомо, що зростання рiвнiв АФК за рiзних впливiв є своєрi-
дним тригером, що запускає включення iнших систем, задiяних у перебудовi метаболiзму
клiтин за нових умов iснування [8, 12]. Зокрема, обговорюються рiзнi аспекти взаємозв’язку
мiж АФК та iонами кальцiю [12, 13], цитоскелетом [14], фiтогормонами [13, 15]. Вiдмiчено,
що АФК активують Ca2+-канали [12, 13], тобто вони можуть сприяти утворенню градiєнта
кальцiю, необхiдного для полярного росту кореневих волоскiв. Таким чином, участь АФК
у процесах росту коренiв може бути безпосередньою та/чи опосередкованою (сигнальною)
через включення систем, задiяних у даних процесах.
Також необхiдно зазначити, що зростання АФК пiд час росту коренiв є тимчасовим;
зниження iнтенсивностi росту коренiв супроводжується зменшенням рiвнiв АФК. Ще одне,
очевидно, зростання АФК пiд час росту коренiв вiдбувається лише до певного рiвня, оскiль-
ки значне пiдвищення рiвнiв АФК (у 2,3 раза) при обробцi проросткiв високими концентра-
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цiями модифiкаторiв супроводжувалося пригнiченням росту коренiв, тобто було токсичним
для рослин.
Таким чином, базуючись на результатах дослiджень, можна зробити такi висновки. Iн-
тенсивне утворення супероксидних анiон-радикалiв та пероксиду водню вiдбувається в зо-
нах меристеми та розтягання головного i бокових коренiв проросткiв гороху, тобто у тих
зонах коренiв, якi активно дiляться та ростуть розтягом. Зменшення iнтенсивностi росту
головного кореня супроводжується зниженням рiвня АФК, тобто зростання кiлькостi АФК
пiд час росту є тимчасовим. Участь АФК у процесах росту може бути безпосередньою
чи/та опосередкованою через активацiю ними iнших сигнальних систем та експресiю генiв.
АФК задiянi в процесах росту коренiв на певному фiзiологiчному рiвнi, пiдвищення якого
призводить до iнгiбуючої дiї.
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Reactive oxygen species in growth of Pisum sativum L. roots
Reactive oxygen species (ROS), the superoxide (O−·
2
) and hydrogen peroxide (H2O2), in roots
of 3–5-day-old Pisum sativum L. seedlings are investigated. The eﬀects of changing the levels
of ROS by antioxidants and prooxidants on the root growth and development are studied. Both
O−·
2
and H2O2 localizations are assessed by light microscopy, using nitroblue tetrazolium and 3,3
′-
diaminebenzidine, respectively. Superoxide radicals and hydrogen peroxide were predominantly loca-
ted in the meristem and the elongation zone, and in minor in the diﬀerentiation zone of main
roots. Apexs of lateral roots, which begin to be formed from the 4th day, are stained analogously
to main roots. Treatments by antioxidants that decrease the ROS concentration reduce the root
elongation, while the increasing of ROS production due to the treatment by prooxidants promoted
the root elongation and suppressed the root hair formation. The respective roles of O−·
2
and H2O2
in the root growth and development are discussed.
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